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Transformation einer vaskularen Wasserpflanze mit geneti- 
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Beschreibung 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind trans- 
formierte vaskulare Wasserpflanzen, insbesondere sol- 
che der Gattung Wolffia, ein Verfahren zur Transforma- 
tion von vaskularen Wasserpflanzen, ein Verfahren zur 
Kultivierung von transformierten Wasserpflanzen, ein 
Verfahren zur Herstellung von Substanzen mittels der 
erfindungsgemaSen transformierten Wasserpflanzen, 
ein Verfahren zur Kreuzung von transformierten Was- 
serpflanzen der erfindungsgemaBen Art sowie die Ver- 
wendung der erfindungsgemaB transformierten vasku- 
laren Wasserpflanzen. 

Ein Ziel der industriellen Biotechnoiogie auf Basis der 
Molekuiarbiologie ist die Produktion von Substanzen, 
die durch Substanzen, die durch chemische Totalsynthe- 
se nur auBerst schwierig zu erhaiten sind, wenn iiber- 
haupt. Dazu gehoren insbesondere hochmolekuiare, 
biologisch oder pharmakologisch wirksame Substanzen, 
wie bespielsweise Fette, Kohlenhydrate, Vitamine sowie 
Peptide oder Proteine, beispielsweise Antikorper, hoch- 
molekuiare, heterogene Kon jugate und Fusionsprotei- 
ne (z. B. Immuntoxine), aber auch niedermolekulare 
Substanzen. Durch gentechnologische Methoden kon- 
nen in der Regel genetisch veranderte Organismen her- 
gestellt werden, die entweder in ihr Genom integrierte 
oder extrachromosomale, genetisch veranderte Infor- 
mation tragen. AIs die ublicherweise in Betracht kom- 
menden Systeme haben sich prokaryotische Zellen, ins- 
besondere E. coli-Bakterien aber auch Hefen, die als 
nicht typische eukaryotische Zellen iiber einen komple- 
xeren Stoffwechselapparat verfiigen, etabliert. 

Auch Pflanzen sind grundsatzlich genetisch verander- 
bar, jedoch hat sich die Pflanzen-Gentechnologie uber- 
v/iegend auf die Beschleunigung von Zuchtungsergeb- 
nissen konzentrierL Hierbei ist insbesondere die Ein- 
bringung von Resistenzgenen in Kulturpflanzen zu nen- 
nen, um diese Pflanzen beispielsweise gegen Krank- 
heitserreger oder Herbizide resist ent zu machen. 

Pflanzen sind auch in biotechnologischen Anlagen ge- 
ziichtet worden, beispielsweise um die Biomasse dieser 
Pflanzen zu steigern. Dem Eingang von Pflanzen in 
komplexeren gentechnologischen Prozessen steht ins- 
besondere als Hindemis entgegen, daB regelmaBig eine 
geringe Produktionsleistung der Stoffwechselprodukte 
negativ in Erscheinung tritt und Pflanzen sich regelma- 
Big nachteilig durch lange Generationszyklen und gerin- 
gem Biomassezuwachs auszeichnen. Desweiteren ist 
nachteilig, daB gentechnisch veranderte Pflanzen kaum 
auf Akzeptanz bei Freilandversuchen stoBen. Eine Kul- 
tivierung von Pflanzen in geschlossenen Anlagen, wie 
beispielsweise Fermentem, ist jedoch nur auBerst selten 
moglich. 

Nun ist es aber wiinschenswert, den Syntheseapparat 
von Pflanzen auch der Gentechnik im engeren und wei- 
teren Sinne zur Verfiigung zu stellen, um mit Hilfe von 
Pflanzen komplexere Stoffwechselprodukte, insbeson- 
dere Biomolekule, herzustellen. die sich insbesondere 
durch ihre Komplexitat und/oder ihre Toxizitat in ande- 
ren Expressionssystemen auszeichnen. Mithin besteht 
ein der Erfindung zugrundeliegendes technisches Pro- 
blem darin, geeignete Pflanzen oder Pflanzensysteme 
fur die Biotechnoiogie bereitzustellen. Die zu verwen- 
denden Pflanzen sollen dabei in unproblematischer 
Weise zuchtbar und der genetischen Transformation zu- 
ganglich sein. 

Das der Erfindung zugrundeliegende technische Pro- 
blem wird durch eine transformierte vaskulare Wasser- 
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pflanze gelost Die Wasserpflanze ist erhaltlich durch 
Transformation einer vaskularen Wasserpflanze mit ge- 
netischem Material, das fiir die gewiinschte Substanz 
kodiert oder dessen Expression induziert und in die 
5 Wasserpflanze eingebracht werden kann. Erfindungsge- 
maB geeignet sind insbesondere Wasserpflanzen der 
Familie der Wasserlinsengewachse (Lemnaceae). Be- 
sonders bevorzugt ist hierbei die zur Gattung der Wolf- 
fia gehorende vaskulare Wasserpflanze, besonders be- 

10 vorzugt die Familie Wolffia arrhiza. 

Die wurzellose Wasserpflanze Wolffia arrhiza (L., 
Wasserlinse) gehort zu der Familie der Lemnaceae und 
gilt als die kieinste Bliitenpflanze der Welt Der Durch- 
messer der Bliiten betragt ca. 1 bis 1,5 mm. Die Pflanze 

15 kommt sowohl in tropischen wie auch in gemaBigten 
IClimabereichen vor und bildet dort auf Gewassern ei- 
nen dichten "Pflanzenteppich" Neben der sexuellen 
Vermehrung spielt besonders die Vegetatiwermehrung 
durch Knospung eine entscheidende Rolle fiir die Ver- 

20 breitung dieser Art. Der hohe Biomassezuwachs. der 
mit Wolffia arrhiza verbunden ist, fuhrt dazu, daB im 
asiatischen Raum in Teichen angezogene Wolffia arrhi- 
za fruhzeitig als Nahrungsmittel fiir Menschen und Tie- 
re genutzt wurde. Fur die Ernahrung vorteilhaft war, 

25 daB sich der Protein- und Lipidgehalt von Wolffia mit 
den von herkommlich angebiuten Getreiden verglei- 
chen laBt, wie Bhanthumnavin IC (1971), "Wolffia arrhi- 
za as a possible source of inexpensive protein. Nature 
232: 495 und Engst et aL (1991) in Nahrung 35: 695—710 

30 beschrieben haben. Diese Ergebnisse verbunden mit 
dem kostengunstigen Anbau dieser Pflanzen fuhrte da- 
zu, daB die Wasserlinse als alternative Quelle fur preis- 
wertes Protein und Fett in den Mittelpunkt des Interes- 
ses ruckte. So betrifft auch die DE 41 33 920 01 die 

35 Verwendung von Lemnaceaen zur Herstellung eiweiB- 
armer, pektinreicher zellstrukturierter Materialien mit 
groBem Wasserbindevermogen. 

In Biologic in unserer Zeit, 26. Jahrgang, 1996, Nr. 3, 
Seiten 187 ff. beschreiben K.-J. Appenroth und H. Aug- 

40 sten Wasserlinsen und ihre Nutzung. 

Die Transformation der vaskularen Wasserpflanze 
erfolgt durch Verfahren. die es der Wasserpflanze er- 
moglicht, genetisches Material aufzunehmen. Es kom- 
men hierzu insbesondere auch an sich bekannte Verfah- 

45 ren in Betracht Vorzugsweise erfolgt die Transforma- 
tion der vaskularen Wasserpflanzen zur Agrobacterium 
vermittelten Transformation, virale Infektion, Transfor- 
mation nach PEG- oder Calciumchloridbehandlung, 
Elektropora tion, Mikroinj ektion, Liposomenf usion, 

50 Aufnahme freier DNA in Kokultur, Particle Bombarde- 
ment. Glass-bead wounding und/oder laserinduzierte 
Transformation in Frage. 

Die zur Transformation der Wasserpflanzen zu ver- 
wendenden Systeme sind nach dem Stand der Technik 

55 konstruierte Nukleotidstrukturen, die bespielsweise fiir 
Promotoren, Signalsequenzen, die erwunschten Zielse- 
quenzen. Markergene und/oder ahnliche codieren. Die 
Expression kann verstarkt werden durch gegebenenfalls 
Kombination mit Silencer-, Enhancers equenzen und/ 

60 oder Transkriptionsfaktoren und/oder Chaperonen, de- 
ren Expression aber auch durch Kultivierung unter defi- 
nierten Bedingungen, beispielsweise unter Zusatz von 
StreBfaktoren (wie z. B. Hitze, Kalte, Salze, Alkohol) 
induziert werden kann. 

65 ErfindungsgemaB erfolgt die Kultivierung der trans- 
formierten Wasserpflanzen in offenen oder geschlosse- 
nen Bioreaktoren. Hierbei kann in vorteilhafter Weise 
auch darauf zuruckgegriffen werden, daB insbesondere 
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die Wasserlinse Wolffia arrhiza als Submers-Kultur ge- 
ziichtet werden kann. In einer alternativen Ausfuh- 
rungsform ist es jedoch auch moglich, diese Pflanzen in 
Aquarien, offenen oder geschlossenen Becken zu ziich- 
ten. Eine etwas aufwendigere Behandlung verlangt die 5 
Anziichtung der erfindungsgemaB transformierten 
Wasserpflanzen als Protoplastenkuhur in waBrigen Sy- 
stemen und/oder in immobilisierter Form auf oder ad- 
sorbiert an oder auf Tragern. Sofern notwendig und 
moglich, kann die erfindungsgemaBe transformierte 10 
Wasserpflanze auch ais KaJluskultur sowie als Suspen- 
sionskultur isolierter Zellen oder auf Agar kuitiviert 
werden- Die Auswahl der jeweiligen Kulturbedingun- 
gen richtet sich insbesondere nach den Bedurfnissen der 
Pflanzenkultur. Dabei kann zur Auswahi des geeigneten 15 
Kultivierungsverfahrens auch die Aufarbeitung der 
Pflanzen berucksichtigt werden, je nach dem, ob bei- 
spielsweise die Pflanzen die durch die Transformation 
2u synthetisierende Substanz in die Umgebung abgeben 
oder im Zellinneren akkumulieren. So kann es beispiels- 20 
weise vorteilhaft sein, den durch die Transformation ge- 
bildeten Stoff in das Medium abgeben zu lassen, urn dort 
kontinuierlich den interessierenden Stoff zu isolieren 
oder in der Pflanze anzureichern. um beispielsweise eine 
orale Applikation zu ermoglichen. . . 25 

Die Kultivierung kann unterstiitzt werden, in dem die 
bendtigten Nahrstoffe der Wasserpflanze zugefiihrt 
werden. Dies ist in besonders vorteiihafter Weise in 
klassischen Zellkultursystemen aber auch in Kultursy- 
stemen, wie Fermentationsanlagen, moglich. 30 

Vorteilhaft an der erfindungsgemaBen Verfahrens- 
weise unter Verwendung von vaskularen Wasserpflan- 
zen ist insbesondere die Tatsache, dal3 die Pflanzen so- 
wohl sexuell, wie auch durch Protoplastenfusion ge- 
kreuzt werden konnen. Dies ist vorteilhaft, weil durch 35 
die freie und erieichterte Kombination rekombinanter 
Einzelstrukturen die Produktion komplexer Multido- 
man-Strukturen ermoglicht wird (Ma und Hein (1995), 
"Plant antibodies and immunotherapy^. Plant PhysioL 
109:341-346). 40 

Die erfindungsgemaBe Verwendung von transfor- 
mierten vaskularen Wasserpflanzen zur gentechnischen 
Herstellung von Substanzen beruht darauf, daB auch 
kompliziertere Molekiile durch Expression von Genen 
in gentechnisch veranderten Organismen zuganglich 45 
werden. So konnen insbesondere mit dem erfindungsge- 
maBen System aus transformierten Wasserpflanzen re- 
kombinante Immuntoxine hergestellt werden. Nach 
PCR-Amplifikation der variablen Domanen monoklo- 
naler Antikorper werden diese iiber einen synthetischen 50 
Linker miteinander verbunden. Es entsteht ein einzel- 
strangiges variables Fragment (scFv), das ahniiche Affi- 
nitat aufweisen kann, wie der parentale Antikorper. Die- 
se Fragmente sind durch Einsatz von bakteriophagen 
Systemen herstellbar und beispielsweise durch Chain 55 
Shuffling humanisierbar. Es kommt insbesondere scFv 
in Betracht, die an Zellstrukturen zellularer Oberflachen 
binden, die moglichst ausschlieBlich, oder in besonders 
hoher Anzahl (beispielsweise an bekannten Rezeptor- 
strukturen: CD25, CD30, CD40, CD80, GD2 usw.) auf eo 
bestimmten Zellen zu finden sind. Die Expression biolo- 
gisch-aktiver, rekombinanter Fusionsproteine in Ecoli 
ist haufig probiematisch, da einerseits eine starke pro- 
teolytische Degradation und andererseits eine sehr 
niedrig effiziente Synthese zu verzeichnen ist Die erfin- 65 
dungsgemaB zu verwendenden erfindungsgemaBen 
transformierten Wasserpflanzen schaffen hier Abhilfe. 



Patenianspruche 

L Transformierte vaskuiare Wasserpflanzen erhah- 
lich durch Transformation einer vaskularen Was- 
serpflanze mit genetischem Material in an sich be- 
kannter Weise. 

2. Transformierte vaskuiare Wasserptlanze nach 
Anspruch 1 die zur Familie der Wasserlinsenge- 
wachse (Lemnaceae) gehort 

3. Transformierte vaskuiare Wasserpflanze nach 
Anspruch 2 zur Gattung der Wolffia gehorend, 

4. Transformierte vaskuiare Wasserpflanze nach 
Anspruch 3, mit der Bezeichnung Wolffia arrhiza. 

5. Verfahren zur Transformation von vaskularen 
Wasserpflanzen nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
wobei die Wasserpflanzen nach mindestens einem 
der Anspruche 1 bis 4 transformiert werden durch 
ein Verfahren. das es der vaskularen Wasserpflanze 
ermoglicht, genetisches Material aufzunehmen. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, wobei die Transfor- 
mation erfolgt durch Agrobacterium vermittelte 
Transformation, virale Infektion, Transformation 
nach PEG- oder CaCb-Behandlung, Elektropora- 
tion, Mikroinjektion, Liposomenfusion, Aufnahme 
freier DNA in Kokultur, Particle-Bombardement 
und/oder laserinduzierte Transformation, glass -be- 
ad wounding. 

7. Verfahren zur Kultivierung von transformierten 
Wasserpflanzen nach einem der Anspruche I bis 4 
in offenen oder geschlossenen Bioreaktoren, als 
Submerskultur, in Aquarien, offenen oder geschlos- 
senen Becken, als Protoplastenkultur in waBrigen 
Systemen und/oder immobilisiert auf oder an Tra- 
gern, als Kailuskuhur, Suspensionskultur von iso- 
lierten Zellen oder auf Agar. 

8. Verfahren zur Herstellung von arteigenen und 
artfremden Substanzen, wobei transformierte vas- 
kuiare Wasserpflanzen nach einem der Anspruche 
1 bis 4 kuitiviert werden gemaS einem der Verfah- 
ren nach Anspruch 7. 

9. Verfahren gemaB Anspruch 8 zur Isolierung von 
produzierten Substanzen entweder aus dem Kul- 
turmedium oder aus den transformierten vaskula- 
ren Wasserpflanzen nach einem der Anspruche 1 
bis 4. 

10. Verfahren zur Kreuzung von transformierten 
Wasserpflanzen nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
wobei entweder eine sexuelle Kreuzung oder eine 
Protoplastenfusion durchgef uhrt wird. 

11. Verwendung von transformierten vaskularen 
Wasserpflanzen gemaB einem der Anspruche 1 bis 
4 zur gentechnischen Herstellung von Substanzen. 

12. Verwendung gemaB Anspruch 11, wobei re- 
kombinante Immuntoxine hergestellt werden. 

13. Verwendung von transformierten vaskularen 
Wasserpflanzen nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
als mogliche Nahrungsquelle fur Mensch und Tier. 

14. Ver^'endung von transformierten vaskularen 
Wasserpflanzen nach einem der Anspruche 1 bis 4 
als als Zeigerorganismus oder Bioindikator zur De- 
tektion von Stoffen, zum Beispiel toxischen, chemi- 
schen oder organischen Verbindungen oder Herbi- 
ziden. 

15. Verwendung von transformierten vaskularen 
Wasserpflanzen nach einem der Anspruche 1 bis 4 
zur Decontamination von Boden und Gewassem 
(beispielsweise Verbesserung der Nitrataufnahme, 
Wasserregene ration). 
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